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肱ey w ord Natur al Killing, H VJ 感染肝細胞, N K増強国子
近年 オ乃 〃富加 の 実験 に お い て
,
あ らか じめ 免疫 さ れ
て い な い リ ン パ 球が , 抗体の 関与 な しに 同種 あ る い は
異種の 培養標的細胞を障害す る事 が 見 出さ れ . こ の 免
疫機構は Natu r al K illing(N K) と呼ば れ て お り い 4),
HL Aの 関与す るim m u n eT 細胞 に よ る反応 や標的細
胞表面 に 付着 し た 抗体 の 関与 で 起 こ る Antibody
depe nde ntc e11- m ediated cytoto xicity(A DC C)
とは異 な る免疫機構 と考 え ら れ て い る5}･ 6). し か し
A D C C と N Kの effe cto r c ellの 表面 マ ー カ ー や 性 状
に 類似の 点 が 多い た め , A D C Cと NK の 異同に 関 して
尚多く の 議論が あ る4)･7 巨 別. 又 最近 NK はg乃 ロgぴ0 に お
い て
, 腫瘍細胞 や ウ イ ル ス 感染細胞 の 排除機構の 一 端
を担う の で は な い か と して 注目さ れ て い る1 0卜 1 3I. 特 に
ウイ ル ス 感染細胞は非感染細胞 よ り N K作用を受 け易
い とい う報告が相次 い で な さ れ て お り 肋 1 4 卜 1 9)
,
N K は
ウイ ル ス 感染細胞を崩壊し , ウイ ル ス を胞体外 へ 放 出
する事 に よ っ て ウ イ ル ス排 除機構 に 関与する の で は な
いか と考え られ て い る . ウイ ル ス 感染 に よ り標的細胞
に 対す る N Kの 増強 を も た らす 機序 と し て は , 現在の
と こ ろイ ン タ ー フ ェ ロ ン (IF) の 関与が最 も考え られ
て い る1 2),1 4卜 1 8l
. しか しIFの 産生 に は あ る程度の 時間
的経過が必要 と言わ れ て おり1 2)･Ⅰ 6)短 時 間反応 を用 い
IFの 関与 な し に ウ イ ル ス 感染細胞に 対す る N Kの 増
強を認 め た と い う 報告 も ある19). さ ら に I Fに よ っ て 増
強さ れ た N K活性の 持続に は , 他 の 因子 が 関与 して い
ると い う意見 もあ り1 8), ウ イ ル ス 感染時 の N K増強 に
はIF以 外の 関与も示唆さ れ る . そ こ で 本研究 で は , 培
養肝細胞を標的細胞 と し , ウ イ ル ス 感染 で N K が増強
するか どう か を試 べ , さ ら に 増強す ると す れ ば そ の 機
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序に は ど の よ う な 因子が あ る か ,特 に IFの 有意 な産生
が な い と さ れ て い る短時間反応 と ,IFの 充分 な産生が
あ る と言 わ れ て い る長時間反応 とで , そ の 増強機序 に
差が な い か ど うか 検索 した .
材料 と方法
Ⅰ . 材 料
標的細胞 と し て は , ラ ッ ト 由来 Co o n肝細 肝 0)
(Co o n細胞) と He m ag glutin ating viru s ofJapa n
(H VJ) の 持続感染 し た Co o n細胞 (Co o n - H VJ 細
胞) と Y A C 12 1)(Flo w Lab. , Engla nd) と を用 い , 培
養液 と し て は Co o n細 胞 と Co o n - H VJ 細胞に は
M E M(GIB C O, U S A), Y A Cl に は R P M ト 1640(日
水製薬) に , 10 %不活化牛胎児血清 (F C S; GIB C O)
と Pc lOU /mL, S M lOOFLg/m ほ 補充し た . 一 郎実験
で は Co o n - H VJ 細胞に 対 し , F CSの 替わ り に ニ ワ
ト リ血清 (C hs; 大日本製薬) を 10 %添加 し た M E M
(Chs. M E M) を 用い た . Effe cto r c ell は6 ～ 12週 の
W ista r系 ラ ッ ト(静岡実験動物農業協同組合)の 脾 よ
り採取 し た , す べ て の ラ ッ ト は . He m ag glJ
utin atio n
Inhibitio n(HI) で H VJに 対す る抗体価を測定し ,抗
体の 検 出さ れ な い もの を 用い た .
Ⅱ . 方 法
1. Co o m細胞 へ の ⅢV J感染 の 方法
H VJ 持続感染HeLa 細胞 (HeLa p H VJ)1 07 個 を
M E Mに 浮遊 し , 30W で 1分間超音波粉砕 し ミ リ ポ ア
で 濾過 し (Po re size O.8FL , ミ リポ ア 社) H VJ 浮遊液
(26H A /0.5 mL) を作 っ た . 1 06 個 の Co o n細胞 に こ の
A Study on the Augm entatio n M echa nis m of Natu ral Ki11ing (N K) Activity again st
H VJ･ in fe cted Rat Liv er Ce11s･ 摘 i Ha r atake, Departm e nt of Patholog y(ⅠⅠ) (Director:
Prof
･ G･ O hta)･ Scho olof Medicine, Ka n a z a w aUniv ersity.
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H VJ 浮遊液 を 1ml添加 し ,以 後 ほ ぼ 1過敏 こ縫代培養
し た . F VJ 感染の 有無 は . 逐 次 ニ ワ ト
ー｣赤血球凝集 と ･
蛍光抗体間接法で 確認 し た ･
2 . E f fe cto rリ ン パ 球の 分 離
ラ ッ ト 脾 を 無菌的 に 摘出後細切 し , ハ ン ク ス 液
(B B S S) を 加え 80メ ッ シ ュ (径17〃 m) で 濾過 後 ▼
E AC2(日本抗体研究社)を 1 0% に 添加 し , 37℃ 一 拍
% air ,5 % C O2 で 1時間反応さ せ 喰食細胞 に Silic a
を 取込 ま せ て か ら ,400G30分間 の 比重遠心
2 2'で リ ン パ
球 を採取 した . こ の 中の ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ 23)陽性細胞
は 2 % 以下で あ っ た : 部リ ン パ 球 は , W e sto n ら
1 5'の
方法に 準 じ て ウ サ ギ抗 ラ ッ トIgG の IgG
- F(甜)2
(Cap pel Lab., U S A)で 前処理 す る か , Hallberg
2 4)の
方法 に準 じ と 卜 凝集IgG で 前処 理 し て 用い た ･ ま た
~
部 リ ン パ 球 は Pa rish ら
2 5}の 方 法 に 準 じ E A, n O n
-
E A,E A C, n O n
- E A Cに 分画 し た ･
3. Cytoto xieity 8 S S ay の 方法
1) Taka sugi- Klein
2 6)の 方法 に 準 じた a ssay
法
Co on 細胞 ,Co o n- H VJ 細胞の 各 々 を 0･05% トリ
プ シ ン (DI FC O, U SA), 0.02 % E D T Aで 処理 し マ イ
ク ロ プ レ
ー ト (Falc o n) の 小孔 に 100個 ず つ 播 き標的
細胞(T) と し , effe cto r c e11(E) を T:E
= 1‥200で
加 え , 95 %air,5% C O2,34 ℃で 24時間培養 した ■ 培
養後プ レ ー ト底 に 生著す る標的細胞 を数え , リ ン
パ 球
を 加え な い も の を対照 と して 次 式 で % cytoto xicity
を求 めた . す べ て の 実験 は Triplic ate で 行 っ た ･
% cytoto xicity=
(1 -
Me a nNo of te sted cells
Mean No ofc o ntr oI cells
) ×100
尚 a s s ay 系 の 培養液 は原則 と し て F C S添加 M E M
(F CS.M E M) を用 い たが ,
一 部 で Co on - H VJ 細胞
に 対する CytOtO Xicity a s s ay に Chs. M E M を用 い た ･
2) Be an ら2 7)の 方法 を m odify した a s s ay 法
約 20万個 の C O O n細胞 , Co on 一 口VJ 細胞 各々 に
100JICi(0.1mL)の
3H - Prolin e(N E N; Engla nd)
を 加え , 18時間培養後 に ト リプ シ ン と E D T Aで 処 理
し た もの を標 的細胞 と し マ イ ク ロ プ レ
ー ト 各 孔 に
1000個ず つ 播い た . そ れ に リ ン パ 球 を 加 え 4 時間
(T:E = l:1 00) 或い は 24時間(T:E
= 1:25) 培養
した . 培養後各孔を洗浄 し , ト リプ シ ン と E D T A で生
者細胞 を剥離 して mic r ohar veste r(Bellc o; U SA)
で 収穫 した . そ の 後細胞を吸着 させ た濾紙 を乾燥 し ,
PP O- P O P O P
- ト ル エ ン 液 5m ほ 加 え , 液体 シ ン チ
レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー (Be ckm a n n社) で 2 分間,
3 H
の 取込 み を測定 し た . す べ て Triplic ate で 行 い ･ Ba ck
Gr o u nd ( B G) と し て P P Oq PO P O P
一 ト ル エ ン 液の
み を 測定 し , 次式で % cytotoxicity を 求め た ･
% cytoto xicity =
(1-
M e a n of tested cpmMB Gcpm
M e an of c o ntr oIcpm-B Gcpm
) × 川0
3 ) Y A C lに 対す る CytOtO Xicity a s s ay
基 本的に Be a nら
2 7}の 3 H - pr Olin e ラ ベ リ ン グ法
を 用い , 以 下の よう に m odify し た . 約 200万個の
Y A C lに ,50FLCi(0.5mL)の
3 H - Pr olin eを加え 18
時間培養後 に , マ イ ク ロ プ レ ー ト各孔 に 1000個ず っ の
Y A C l を播 き , T:E = 1:25の 比 に リ ン パ 球 を加え 4
時間或 い は 24時間培養 し , mic r oharv e ste rで 収穫後
2) 項と同様 に し て
3
H の 取 り込 み を 測定 し . 2) 項と
同式 で % cytoto xicity を 求め た .
4) Co m petitiv e a s say
Y A C l を槙的細胞(T) と し , Co o n細胞 , Co o n -
H VJ 細胞 の 各 々 を Co mpetito r c ell(C)と して , T:C
の 比 1:2或 い は 1:4 の 比 で 加 え , 同時 に T:E = 1:25
の 比で リ ン パ 球 も加 え , 前項 3) の 方法 に 従 っ て 反応
時 間 4 時 間 と 24時 間 の Y A Cl に 対 す る %
cytoto xicity を求 め た .
5) 各種培養上清を Y A C lに 対 す る CytOtO Xi-
citylaSSay 系に 添加す る実験
的 107 個の Co o n 一 日VJ 細胞を 24時間培養後に 収
穫 し た上清を , 紫外線 ラ ン プ( 東芝 G L-15)で 24時
間照射 し HVJ を不満化後 ,50000 Gで 1 時間超遠心(日
立)し 1/2上宿を濾過滅菌 して 実験 に 供 した . Co o n細
胞 の 上清 も同 じ操作で 得た . ま た 約1 0
7 個の Co o n細
胞, Co o n - - H VJ 細胞に 10
8 個の リ ン パ 球 を加え て 4
時間培養後(Co o n - H VJ 細胞の み)と 24時間培養後
の 上清を収穫 し , 上記 と 同じ操作 を施 し た . す なわち
上浦 の 試料 と し て は , Co o n細胞 ,Co o nr H VJ 紳臥
Co o n細胞 と リ ン パ 球混合後 24時間 ,Co o n- H VJ細
胞 と リ ン パ 球 混合後4時間と 24時間の 各上 宿 5 種 を
用 い た . こ れ ら上清を 新 たな リ ン パ 球 に よ る Y AC lに
対 す る CytOtO Xicity a s s ay 系 に 加え , そ の 後 24時間
培養 して CytOtO Xicity を求 め た . 尚 5種 の 上 宿を最終
的に 1/2に 希釈 さ れ る様 に 培養液中に 加 え た ■
6) ウ サ ギ抗 H VJ 抗体 の IgG - Fab
′
フ ラ グメ ン
ト を Co o n - H VJ細胞に 対す る CytOtOXicity
a s s ay 系に 添加す る 実験
ウ サ ギ 抗 H VJか らIgG の Fab
′





の 抗 HVJ 抗体価は 128日Ⅰ で あ っ た . 日
3 ~
pr olin e 法 に よ る Co o n
- H VJ 細 胞に 対 す る
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Cytoto xicity a s s ay に 於い て t effe ctor リ ン パ 球 を
加え る 30分前に a s s ay 系の 中に Fab
′
を 添加 し , 次に
リ ン パ 球を加 え て 4 時間或 い は 24時間培養 し て %
CytOtO Xicity を求 め た .
成 績
I Co o m細胞 へ の 田VJ 感染の 確 認
Co o n細胞 に H VJを 添加し て 約1 ケ月 (4代継代)
経過 す ると , Fig .1 左の 如く Co o n細胞 の 50 % 以上 は
ニ ワ ト リ赤血 球を 凝 集 し
,
ま た右 の 如 く蛍光抗体間接
法で 程度の 差 はあ る が 100 %の 細胞 に , 顆粒状 な い し
膜状の 抗 H VJ 特異蛍光を認 め , H VJ の 感染が 確認 さ
れた . 以 後 こ れ を Co o n - HVJ 細胞と して 実験 に 供 し
た. 3ケ月後 , 1年後 の 継代培養で も蛍光抗体法で 1 00
%の 細胞 に 蛍光 を認 め た ,
Ⅱ リ ン パ 球 を加え な い 時の C00n 細 胞 と C00 n -
ⅢVJ細胞の 増殖能の 差
H VJ 感染自体に より Co oIl細胞が 死滅 し 易 く な る
事も懸念 され るの で , リ ン パ 球 を全 く加 え な い で 培養
し た時の Co o n細胞 と Co o n - H VJ 細胞の 細胞数 を
比較し た . Fig .2に 示 す よう に , マ イ ク ロ プ レ ー ト に 各
100個の 細胞 を播 き 4時間か ら4 8時間ま で 観 察 し た
が , 両者 と も 同程度の 細胞数を示し(と も に n = 6),
H VJ感染の み に よ っ て Co o n細胞が有意 に 死滅 し易
く な る事 は なか っ た .
Ⅲ C00 m細胞 と C00 m 一 円Ⅴ∬細胞 に対す る ラ ッ ト
リ ン パ 球の 細胞障害性の 差
ラ ッ ト リ ン パ 球の Co o n細胞 と Co o n 一 日VJ 細胞
に 対す る細胞障害性を Fig .3 に 示す . A は Taka s ugi
- Klein の 方法に 準 じ 24時間 a s say し た も の で .
Co o n細胞と Co o n- H VJ 細胞に 対す る % cytotoxi-
City は 各々 8.5 ± 8.3 %. 32.1 ± 9.4 % と Co o n -
H VJ 細胞の 方で 高か っ た (p < 0 .01). B は3 H -
Pr olin e ラ ベ リ ン グ法 で as s ay した もの で , 左 2列の
4時間 a s s ay に お け る Co o n細胞 と Co o n - H VJ 細
胞に 対 す る % cytoto xicity は 各 々 0.5 ± 7 .4 %.
11･4 ± 9･0 % と Co o n- H VJ 細胞で 高 く (p <
0･05), 右 2列 の 24時間 a ss ay で も Co o n p HVJ 細
Fig･ 1･ HVJ･in fected Co o n cens sho wing ag如 tio n atio n of chicke n r¢d blo od cells a= ｡ u nd
the m (1eft), and spe cinc fh1 0 I eSC e n C e Of the sa m e c ens stained with a nti･HV J by indir ect
im m u n oflu ore scent m ethod(right).
272
抱 の 方 が高 い 細抱障害性 を受 け た . す な わ ち . 反 応時
間 4時間で も 24時間 で も Co o n
- H VJ 細胞の 方が 高
い 細胞障害性 を受 け . a s s ay 法 に よ る差 は なか っ た ･
Ⅳ C00 肝細胞 と Co o n - H V J細 胞に 対 し細胞障害
性 の 高 い リ ン パ 球の 分 画
リ ン パ 球 を E A, n O n - EA, E A C, n O n
- E A Cの 4
っ に 分画 し . Co o n細胞 と Co o n
一 日VJ細胞に 対す る
細胞障害性が どの 分画 に 高い か 検討 した ･ Fig ･4 に 示
Fig. 2. The n u mber of cultu red Co o n(
○) and
Co o nJl V Jcelh(0) witho utlympho cyte s upto 4 8
b工. T he stzL工ting n u mbe I Ofe ach c e皿sin c ultu Ee
血¢ 100.










































Co o TI Co o n一 社V J
す如 く Co o n細 胞 . Coo n - H VJ 細胞 と も に E A分
画 , n O n - E A C分画に 高い 細胞障害性が見ら れ た . す
な わ ち Co on 細胞 と Co o n - H VJ 細胞に 対 す る 細胞
障害性 は と も に , lgG の Fc 部分 に対す る レ セ プ タ ー
(IgG - FcR)を有 し C3レ セ プ タ p の な い リ ン パ 球分
画 に 高 い と考 え られ た .
V C00 n - HVJ 細胞に 対す る リ ン パ 球の 細胞障害
性 に不 明 の 抗体や リ ン パ 球の ycR か 関与 す る
か 否 か
1. 培 養 液 を C hs ･ M E Mに し た 時 の Co o n
-
H VJ 細胞に 対する細胞障害性 へ の 影響
Coo n細 胞に 比 して Co o n - H VJ 細胞 が 高 い 細胞
障害を受 け る時 , F C S中の 自然抗体( 抗HVJ)を介し
て A D C C が起 っ て い る事 が懸念 され る . そ こ で FCS
の 替 わ り に , 哺 乳 類 の リ ン パ 球 に よ る A D C C を
m ediate しな い と 言 わ れ て い る ニ ワ ト .) 血 清
2 9)
M E Mに 補充 し , F C S･ M E M を使 っ た場 合 と 比較 し
た . Fig .5 に 示す よう に , ど ち らの 培養液 を使 っ て も,
Co on
- H VJ 細胞に 対す る細胞障害 は変 わ ら ず FC S
中の 自然抗休の 関与は な い と考 え ら れ た ･
2. リ ン パ 球 を ウ サ ギ 抗ラ ッ トIgG 抗 体の IgG
-
F(ab,り2 フ ラ
グメ ン ト で 前処理 した 時の Co o n
- HVJ 細胞に対す る細胞障害性
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Co o nCo o n一 ⅥV JCo o n Co o n
- R V J
Fig, 3:･%cytoto xicity 昭iin st Coo n(○) and Co onヰ‡V Jcdls(
0)by n o njm -
m u n e ratspk¢n lympho cytes, aSS eSSed by the modified m ethod o
f Takasugr
K lein(A;T(targeO : E(8蝕 ctot)
= 1‥2 00･ 24 hr ass ay)and
3E4ro 払 elabel-
ing m ethod (B)･ In J}, thc left tw o c olu mn s r epr e sent 4
hr a ss ay(T:E =
1:10 0)a ndthe right tw o coh m n s24 h= a SSay(T:E
= 1‥2 5)･
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EA n o n- EA EAC n o n- EAC
Fig･ 4･ Effbcto r c ellsubpopulation h cytoto xicity againstCo o n(○)a nd Co o n･
H V Jc ens(○), aSSe SSed by the m odified m ethod of Taka sugi《lein (T:E=





















C h S. M E M F C S. HEH
Fig･ 5. %cytoto xicity oflympho cytes again stCo o n-
HV Jc ens u sing C hS(1eft) 皿 d F C S(right)rM E M,
as essed bythe m odified m ethod of Takas ugiTKlein
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Fig･ 6･ %cytoto xicity against Coo n粛V Jc e鮎 by




fhgm e nt ofrabbit anti$ er a ag in str at
lgG, d uuted iT11 0and lO Opdml(by m odifed
m e也od of T 血$噛 楓1血 , T:E コ 1:20 0, 24ⅠⅡ
a 5 姐y).
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ン パ 球表面 に 付着 し arming の 形 の A D C C を起 こ し
て い る可能性を考 え . リ ン パ 球 を ウ サ ギ抗 ラ ･7 トIgG
抗体の IgG - F(ab
'
)2で 前処理 した 時と未処理 の 時と
を比較 し た . Fig ､6に 示すよ う に 2 種類 の 濃度 の F
(ab
●
)2で 前処理 して も ,Co o n - H VJ 細胞に 対す る細
胞障害性 は未処理 リ ン パ 球 と変わ ら なか っ た .
3. リ ン パ 球 を凝集IgG で 前処理 し た 時 の Co o n





































n on 一 亡T e a 亡ed
亡T e a亡ed
Fig. 7. %cytotoxicity again st Co o nJI V Jcdls by
n o nJtre atedlympho cytes and tho sepr etre ated with
hum an aggregated IgG(50 0Flg/ml), aSSe SSed bythe



























Fig .7 は , リ ン パ 球 を と 卜 凝集IgG(500〃g/mり で
前処理 し . そ の FcR を ブロ ッ ク した 時 と 未処 理 の 時
の . Co o n- H VJ 細胞 に 対 す る細胞障害性 を比較 したも
の である. 凝集Ⅰ前 処理 に よ っ て も細胞障害性 は変わ ら
ず , 従 っ て A D C Cの 時の よ う な リ ン パ 球 表面 の FcR
の 関与 は な い と 考え られ た . 以 上 よ り , Co o n- H VJ
細胞 に 対 す る細胞障害性 に は抗体や FcR の 関 与 は な
く . こ の 反応は A D C Cで はな く N K と考え られ る .
Ⅵ Co o n 一 斑V J細胞に 対す る N E活性増強機序の
4 時間 と 24時間 8 S S ay に お け る相異 につ い て
前項 ま で で , Co o n - HVJ 細胞は Co o n細胞 に 比し
て 4時間 で も 24時間 a s s ay で も よ り強 い N K活性 を
受 け る 事が 示 さ れ た . そ こ で 次 に , 4時 間と 24時間と
で そ の 増強機序 に 差 が な い か検索 し た .
1. Co mpetitiv e a s s ay
Fig .8 は Y A C l を標的細胞 , Co o n細 胞と Co on -
H VJ 細胞を c o mpetito r cell と し, C O mPetito rの ど
ち ら が よ り Y A C lに 対す る N K活性を抑制 す る か 調
べ た成 績を 示す . A( 左側)は反応時間 4時間 で a ss ay
し た もの で あ り , Co on 細胞を c o mpetito rと し て 加
え て も YAC l に 対す る細胞障害性 の 抑制 は 見 ら れ な
か っ た . 一 方 Co o n- H VJ 細胞を c o mpetito rと した
時 に は . 非添加 10.9 ± 1 .8% か ら,6.1 ± 1.3 %,4.2
± 1.3 %(p < 0 .01)と Co o n - H VJ 細胞の 量 が増す
に つ れ て 抑制 が 見 られ た . 次に B は24 時間 で a s s ay
した 結果を 示 し , Co o n細胞を co mpetito rと し た 時
の Y A C lに 対す る% cytotoxicity は ,非添加 29.1 ±
3.1 % か ら T:C = 1:4 で 加 え た時 14,2 ± 3.5% と抑
制 さ れ た (p < 0.01). 一 方 Co o n
- H VJ 細胞を

























1:0 1:2 1:4 1:0 1:2 1:4
Fig. 8. Co mpetitiv e i nl dbitio n of %cytoto xicity against ta rget Y A Cl by
■Coo n (● 増) and Co o nヰIV Jc 曲 (o d) as c o mpetito r c ens･ A; 4 hr ass ay･
T:E = 1:2 5. B;2 4 h= aSS ay,T:E
= 1:25･
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で添加 した時39.4 ±6.8% と逆 に 増 加 の 傾向 (p <
0.1) を示 し た . す な わ ち 24時間 a s s ay の 結果で は ,
より N K感受性 と考 え られ る Co o n- H VJ 細胞の 方 が
Y A C lに 対す る NK 活性を増強す る と い う 予想 に 反
する結果を得 た . こ の よ う に Co o n細 胞 と Co o■n -
HVJ 細胞を c o mpetito rと して 用い る と , 各 々 の 4 時
間 a ss ay の 成績 と24時間 a s say の 成績 と が 異 な る 事
が わか っ た .
2. 5種類の 培養上宿を Y A C lに 対 する N Ka s s ay
系 に 添加 した 実験
あ らか じめ Co o n
一 日VJ 細胞と リ ン パ 球 を混合 し ,
反応4時間後と 24時間後で 収穫 し た培養上宿が ,新た
なリ ン パ 球 に よ る Y A C l に対す る N K徳性 に ど ん な



















Fig･ 9･ Influ en ce ofthe supe m ates obtain ed 丘om
Cultu resof Co o n-H V Ja nd lympho cytesfbr 4 hr
(○)a nd 24 hr(○)upo n%cytoto xicity again stY A C



























n o Co o n Co o n+ Ly Co o ¶
一 甘V J
Fig･ 1 0･ Influ en c e ofthe supem ates obtain ed 丘o m
Cultu resof Co o n(口) alo n e, Co o n十 Iympho cytes
(g)a nd Co o n-H V J(○) alon eupo n %cytoto xicity
喝ahst YA C l･ ▲: n O SuPe mateS･ T:E = 1:25,24
b assay.
24時間( ⑳)の 上宿を添加す る と, Y A Cl に 対 す る %
CytOtO Xicity は 非 添加33.5 ±9.0 % から 52.6 ±
7･3 %に 上昇 し た (p < 0.01). しか し混合後4時 間
(○)の 上清を添加し て も , % cytoto xicity の 上昇 は
見 ら れ なか っ た . 次に Fig .10の よ う に Co o n細胞 や











































Fig･ 11. E 飽ct of IgGqFab
,
of rab bit antise ra
against EV Jo n% cytoto xicity again st Co o nヰⅠV J,
a ssess ed by the pr oline labeling m ethod(T:E =
1:25
,
24 hL aSSay). T he 血 alc o n centr atio n of





























Fig. 12. E ffbct ofthe step- Wise c o n ce ntratio n of
IgG-Fab
'
of anti-HVJ upon %cytoto xicity again st
Co o n朋V J
,
aSSeSSed bythepr olinelab d ing m ethod
(T:E = 1:25, Z4hr ass ay). 0 riginalc o n c e ntra一
也0 I1 0f Fab':12 8HI.
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パ 球 を混合後2 4時間の 培養上浦 を , そ れ ぞ れ Y A C l
に 対す る NK a s say 系に 添加 し た と こ ろ , N K活 性 の
上昇 は なか っ た . すな わ ち Y A C lに 対する N K活性 を











Fig. 13･ 丑 蝕 ct of IgG
-Fab
'
of =abbit antise ra
again st H V Jon %cytoto xicity against Co o n粛 V J,
ass 郎Sed by 也 ¢ pT 血 ¢ h b d hg m 曲 od ぐr:E
=
1:100, 4 hr as say). T he finalc o n c entエatio n of
Fab, w asIQX 128 且Ⅰ.
24時間後の 上宿 の み に 見 ら れ ,同 4時間後 の 上構に な
く ､ また Co o n
一 首VJ 細胞 の み の 24時間培養上清に
も な か っ た .
3. H VJ 抗体 (ウ サ ギ) の IgG - Fab
′
添加 に よ る
Co o n 一 日VJ 細胞 に対す る N K活性の 変化
次 に ウ サ ギ 抗 日VJ の IgG - Fab
′ 添 加 に よ る
Co on - H VJ 細胞 に 対す る N K活性 の 変化
次 に ウ サ ギ抗 H VJ の IgG
- Fab
′ フ ラ グ メ ン ト を
添加 し た 時 , Co o n 一 甘VJ 細胞に 対す る N K活性が 4
時間 a s s ay と 24時間 a s s ay と で 異 な るか ど うか 検討
した . まず Fig .11に 示す よ う に , 24時間 a s s ay で の
Co o n - HVJ 細胞に 対する % cytoto xicity は ,Fab
′
を加 え な い 時32.8 ± 9.0 %か ら , Fab
′
を 加 え た 時
(Fab′ の 終 濃度 は 肝 Ⅰ × 128H I)21.4 ± 7･2 % と減少
した (p < 0.05). そ こ で , 培地 に 加 え る Fab
′
の 濃度
を 段階的 に変 え て , 同 じ く 24時間 a s s ay し た 結 果 を
Fig .12に 示す . Ⅳ
2 ま で の 高 い 濃 度 で は 有意 の %
cytoto xicity の 減 少 を 見 る が . 10
~ 3 の 時 の %
cytoto xicity は Fab
′ 無 添 加 の 時 に 近 く , %
cytoto xicity の 減少 は Fab
′
濃度 に依存性 で あ っ た ･
Fig .13は ､ Fig .11 と 同 じ実験 を 4時間 a s s ay で 試 み
た結果 で あ る . 4 時間の 場合に は Fab
′
の 高濃 度を添加
し て も . Co o n
- H VJ 細胞に 対す る N K活性 は無添加
の 時と 変わ らな か っ た . す なわ ち , 24時間 a s s ay に お
け る Co o n
- HVJ 細胞に 対す る N K活性 は , H VJ 抗
Tab le l. Su m m aryofexperim ents on the N Ka ctivity againstCo o nan
d Coon-H V Jc eus of 4 hr a Jld
2 4 hr as 弧y, a : n nCb弧ged, b: de creas¢d, C‥ enCbanc 6d,
N エL n ot do ne･
Coon Co o n欄V J
4 hr assay 2 4 hr ass ay 4 hr a s say 2
4 hr assay
N Ka ctb ityagainsteachc｡nS l｡ W 雷管r也 an c:慧;諾誌5, ｡票 芯1,
≡荒慧毘慧等慧写
ito r
→ a ゝ b ゝ ′ c
Effbctof IgG-Fab
'
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upon N KactiYityaga血St Co on
一
江V Jc e皿s
N.D . N .D . →
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添加 に よ っ て 抑制 さ れ た が , 4 時 間
as s ay に お け る N K活性 は変化し な か っ た . 以 上 の
Co o n細胞及び Co o n- H VJ 細胞に対 す る NK 活性
の 4時間と 24時間反応の 対比 を要約す る と Table l
の如く に な る .
考 案
N K活性 を テ ス トす る の に は ト 既知の NK 感受性 の
高い 細胞株 ( Y A C l軋 I l},K5623 = 9,,M O L T 49)等) を標
的細胞と す る実験系が よ く用 い られ , こ の 時標的細胞
と effe ctor cell は異種 で あ る事が 多 い . しか し生体内
で の 腫瘍細胞 や ウイ ル ス感染細胞が , 宿主 (Auto) の
N K細胞(N Kの effec to r cell)の 作用 を果 して 受 ける
もの か ど う か に つ い て は , 異種系で の 実験で は示唆に
乏しい と 考え ら れ る . 本実験 で は特に こ の 点 を考え て ,
同種の 系 で NK 反応を テ ス ト し , しか も今ま で N Kの
標的細胞 と し て 用 い られ た事の な い ラ ッ ト 肝 細胞株
(Co o Il細胞) を使用 し , H VJの 感染株と非感染株 と
を対比 し た . こ れ に は , ウ イ ル ス 性肝 炎の オ乃 〃か0 モ
デル 実験 と して の 含み も あ る .
さ て , Coon 細胞及 び Coo n - H VJ 細胞を標的細胞
とし , ラ ッ ト 脾 リ ン パ 球を effe cto r c e11 とす る反応系
が N K反応で あ るか ど う か を ま ず確か め な け れば な ら
ず, 次に 述 べ る デ ー タ ー か ら N K反応 で あ る事が 確認
さ れ たと 考え る .
1. ラ ッ ト脾 リ ン パ 球 の effe cto r分画 を検討す ると ,
IgG
- Fc リ セ ブ タ ー を有 し , C3 リセ ブ タ ー の な い細
胞分画に , Coon 細胞 及び Co o n - H VJ 細胞を障害す
る活性 が強く見ら れ た . こ の 分画 は諸家の N K細胞の
マ ー カ ー と 一 致す るが 3}
, 5)･ 8,
, 同時に A D C C活性を強く
有す る分画 で も あり 8)･ 3 0)･ 3 ". N Kと A D C Cの 雨情性 を
示すリ ン パ 球分画が強 く オ ー バ ー ラ ッ プ して い る と い
う通説 に 7 卜 9)･ 3 0)相反 し な い 所見で あ っ た .
2. しか し本実験の 反応が , A D C Cで は な い と い う い
くっ か の 証 拠が 挙 げ られ た . 即 ち , 1). 使用 ラ ッ ト
(無処置)の 血清中に H VJ に 対す る抗体(Ⅲ 法 で 検索)
が含ま れ て い な か っ た . 2). テ ス ト培養液 の 補充血
清を牛胎児血清か ら ニ ワ ト リ血清 に か え て も . Co o n
- H VJ 細胞に 対する細胞障害性 は全く変わ らず ,従 っ
て自然抗体が F CS中 に 含 ま れ て い て , そ れ に よ る
A DC C反応が起 こ っ て い る と い う 可能 性 は否定 さ れ
た･3 )･ リ ン パ 球 を ウ サ ギ抗 ラ ッ ト王gG 抗体の IgG
- F(ab
'
)2 で 前処理 し , 自然抗体と し て リ ン パ 球表面
に付着し て い るか も しれ な い 抗 Co on 細 胞膜抗体 や抗
打VJ 抗体を ブ ロ ッ ク し て も . ブ ロ ッ ク しな い 場合 と較
べ て , Co o n - H VJ細胞 に 対する細胞障害性 に 差が な
か っ た
･
つ ま り リ ン パ 球の 持 ち込 み抗体 に よ る A D C C
の 可能性 が否定 さ れ た ･ 4)･ リ ン パ 球を 凝集‡gG で
前処理 し , FcR を ブ ロ ッ ク し て も 同 様 に Co o n -
H VJ 細胞に対す る細胞障害性 に 変わ り が なか っ た . 即
ち A DC C反応 で あ れ ば , リ ン パ 球の FcR ブロ ッ ク に
よ っ て 月田胞障害性 が阻止され る筈で あ る . 以 上 より ,
Co o n細胞及び Cbo n- H VJ 細胞に対 す る ラ ッ ト リ
ン パ 球の 細胞障害性 に は , 抗体や リ ン パ 球表面の FcR
の 関与は な く ･ こ の 反応 は A D C Cで は なく N K と考与
られ た .
さ て そ こ で t Co o n細胞及び Co o n 一 口VJ 細胞に対
す る ラ ッ ト リ ン ノヾ球の N K活性 は , 4時間 assay に於
い て も 24時間 a s say に 於 い て も Co o n - H VJ 細胞
の 方 で 高か っ た . N K活性 を増強する因子 は , 今ま で に
数多く の 報告が な され て い る が}･1 0】･8 2), 中で も合成 二
重鎖 R N Aの PolyI:C や リ ボ多糖 軋 Pyra n等 の イ ン
タ ー フ ェ ロ ン イ ン デ ュ ー サ ー が よ く 知 く 知 ら れ て い
る3 3I~8 6)
. 又種 々 の ウ イ ル ス が . 標的細胞側や effect即
C ell源の 生体側 へ 感染 した時 に も , N K活性 の 増加 が
見 ら れ る と い う 報告 が 多 い ｡1 2}･1 4 卜 1 9)･3 2, SantOli
ら
1 41･ 16)･ 3 2眈 ウ イ ル ス 感 染に よ っ て 榛 的細胞に 対す る
と ト リ ン パ 球 の N K活性 が増加する の は , イ ン タ ー フ
ェ ロ ン (IF) に よ る と 述 べ て お り, Welshほ) ら や
W e sto n1 5)ら も同様 に , ウ イ ル ス 感 染細胞 に対 す る
N K活性の 増高はIFの 作用 に よ る事を示唆 して い る
.
こ の 種の IFは , ウ イ ル ス 感染細胞と の 反応に よ り リ ン
パ 球側 か ら産生さ れ る白血球IF と呼ば れ て い る も の
で
3 6}
, N K活性 を増強す る程の 有意 な量を産生 す る に
は . 十数時間 以 上 の 反応時間 が 必 要 と 言 わ れ て い
る1 2} J 67
. しか し Ault ら1 9)は , HeLa 細胞と麻疹 ウ イ ル
ス持続感染 HeLa 細胞 (M - HeLa) と を標的細胞 と
し , 6時間 と い う 短時間の N Ka s s ay に よ っ て も M -
HeLa の 方 に 高 い N K活性 を認 め , こ の 反晦に IFの 関
与 は なか っ た と 述 べ て い る
. 今回の 実験 で は ,4時 間で
も 24時間反応で も Co o n細胞 に 比 しCo o n - H VJ 細
胞の 方に 高い N K活性 を認 め た . そ こ で H VJ感染 に よ
る N K増強の 機序が , こ れ ら 2 っ の 反応時間に 於 い て
同 一 で あ る か どう か検討 し た .
ま ず N Ks e n sitiv eと して 知ら れ て い る Y A Cl を
模的細胞 と し , Co o n細胞と Co o n - - H VJ 細胞を各 々
C O mpetito rと し て 用 い た c o mpetitiv e a s s ay で は ,
4時間 a s s ay の 場合 Co o n細胞 に は Y AC lに 対 す る
N K活性を抑制す る効果 は な く , Co o n - HVJ 細胞の
みが 有意 な抑制 を示 した . こ の 抑制 は, Co o n細胞 よ り
Co o n - H VJ 細胞の 方が NK 感受性が高 い 事 と 矛盾
し な い 結果で あ る . 一 方 24時間 a s s ay で は , Co o n細
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胞 は抑制を示す が , よ り N K感受性 が高い と考 え られ
た Co o n - HVJ 細胞の 方 は , 逆 に Y A C lに 対 す る
N K清性 を増強す ると い う 一 見矛盾 し た結果を得た .
こ れ は お そ ら く , リ ン パ 球と Co o n - H VJ 細胞を混合
し24時間反応 し た時｣二清中 に N K活性増強因子が産
生さ れ , 標的細胞及 び c o mpetito rcell両細胞 を障害
す る effecto r c ellの 活性が 著 し く高 ま っ た た め で は
な い か と考え た . そ こ で 次 に , あ ら か じ め リ ン パ 球 と
Co o n - H VJ 細胞と を混合培養 し , 4 時間と 2 4時間
後 の 培養上清 に . そ の よ う な N K活性を増強す る作用
が あ るか どう か を 検索 した .
新 た な effe cto r c ell と Y A C l との N Ka s s ay 系 に
あ ら か じめ採取 し た種々 の 培 養上清 を添加 し , 上清の
N K活性増強作用 を検討す る と , Co o n - H VJ 細胞と
リ ン パ 球 の 混合培養 24時間後 の 上宿 の み が , Y A C l
に 対す る N K活性 を上昇 させ , 同 4 時間後 の 上清 に は
な い とい う 事実が わ か っ た . 更に Co o n細胞 と リ ン パ
球 の 混合培養 24時間後 の 上宿 や , Co o n細胞 の み或 い
は Coon - H VJ 細胞の み の 培 養上清等 に は N K活 性
を増強す る作用 は見 られ な か っ た . つ ま り Co o n -
H VJ 細胞と リ ン パ 球の 混合培養 24時間 の 上清 に は
N K活性 を増強す る因子( 上清因子)が含 まれ て お り t
Co o n細胞 よ り Co o n - H VJ 細胞の 方 が 強 い N K活
性を受け る(Fig .3 )の は こ の た め で あ ろ う と考 え られ
た . ラ ッ ト の I F や抗IF を精製す る事 が困難 で あ っ た
た め , こ の 上清因子が IF で あ るか ど う か確認 で き なか
っ たが , H VJ は白血球IFの イ ン デ ュ ー サ ー で あ る
事 叩 か ら こ の 因子はI Fで あ る可能性 が大 き い と 考 え
て い る .
さ て こ こ で 注 目す べ き 事 に , Co o n細 胞 に 比 べ
Co on 一 日VJ 細胞の 方が よ り 強い N K活性 を 受 け る
の は , 反応 24時間の 時だ け で な く 4時間 a s say の 暗
も同じ で あ る . と こ ろ が そ の 4時間培養の 上宿 に は t
N K活性増強因子 は含ま れ て い な か っ た . こ れ と 類 似
の 報告を , 前述 の よう に■Ault ら1 9)が 短時間培養( 6 時
間) の 成績 で 述 べ て い る . 従 っ て , ウ イ ル ス 感染標的
細胞に対する N K活性が非感染細胞 に 対す る N K活性
よ りも増強す る機序 は単 一 で はな く , 長時間反応 の 場
合 に は上清中に 産生 され るIFの 様 な N K増強 因子 が
主体 を な し , 短時間反応 の 場合 に は 上宿中に 放出さ れ
る事 の な い 因子 ( 非上浦因子) が 主 体を 占め るの で は
な い か と考 え ら れ る . IFに よ ら ない N K活性 の 増 強
は t ウ イ ル ス 感染 に よ っ て 宿主細胞膜抗原の 変調が起
こ り , NIく細胞 か ら より 強く認識 され る よう に な る た
め起 こ る と い う考 え方が 多 いl礼 1 9). 短時間反応 の よう
なIFの 産生 が未 だ充分 で な い 時期 に は , こ の よう な機
序が N K活性増強の 主 体 を 占め て い る可能性 は充分に
考え ら れ る .
次 に ウ サ ギ 抗 H VJ の IgG - Fab
′
を 添 加 し て ,
Co o n 一 日VJ 細胞に 対す る N K活性を見 る と , 4時間
a s s ay で は Fab
′
を 添加 し な い 場合と 比 べ て 差 異 が な
か っ た が . 24時間 で は Fab
′
を添加す る事 に より N K
活性 が低下 した . 即 ち , こ の 実験 に 於 い て も 4時間と
2 4時間 a s s ay の 成績が 異 な る態度 を示 し た . つ ま り ,
IFの 様な 上清因子 に よ ら な い N K増強機序 の 場合(4
時間反応) に は , 抗 ウ イ ル ス 抗体 の Fab
′
を 添加して も
変化 し な い が , 上宿 因子 に よ る N K活性増 強 の 場合
(24時間反応) に は , ウ イ ル ス抗体 を添加 し ウイ ル ス
の 中和 や宿主細胞表面に 表出さ れ た ウ イ ル ス 蛋白をマ
ス ク す る事 に よ り , そ の N K活性増強作用 が 抑制され
る の で はな い か と 考え られ る . しか し , ウ イ ル ス感染
細胞 と リ ン パ 球の N K反応系 に 抗 ウ イ ル ス 抗体を添加
す る 実験の 報告1 9)は少な く , 又 リ ン パ 球側 へ の 抗体の
作用 も考慮さ れ ね ば な ら な い 点 も あり , そ の 詳細な意
義は わ か ら な い . こ こ で 強調 し た い の は ト H VJ 抗体を
添加 し た時 の Co o n - E VJ 細胞に 対す る N K活性 に
及ぼ す影響が 4 時間と 24時間 a s s ay と で 異 な る と い
う 点 で あ る .
以上 の 4 時間反応 と 24時間反応 と の 対比 を簡単 に
ま と め る と Table l の よ う に な り , ウ イ ル ス 感染細胞
に 対する N K活性強強作用の 態度が , 4時間反応と 24
時間反応 と で 異な り , 各 々 違 っ た 機序の 関与が推測さ
れ た .
結 論
1. Co oh 細胞及 び Co o n 一 日VJ 細胞に 対する ラ ッ ト
牌 リ ン パ 球 の 細胞障害性 は , H VJ 抗体や Fc - R の 関
与 を必要 と し な い N K反応で あ る と考 え られ た .
2. Co o n - H VJ 細胞に対する N K活性 は , 反応時間
4時間 で も 24時間で も Co o n細胞 に 対す る N K活性
よ り も高か っ た .
3. Y A Cl を 標的細胞 と し , Co o n細胞及 び Co o n
-
H VJ 細胞を Co mpetito rと し た c om petitiv e as s ay
で は
,
4時間反応の 場合 Co o n - H VJ 細胞が Y AC l
に 対す る N K活性を抑制 し , 24時 間反応 で は逆 に増強
した . こ れ に 対 し , Co o n細胞 は 4時間で は 変化 な く
24時間 で 抑制 を示 し た .
4. Co on - H VJ 細胞と リ ン パ 球 の 混 合培養 24時間
の 上浦 は ,新 た な リ ン パ 球 に よ る YAC lに 対する NIく
活性 を増強 した が , 混合培養 4時間の 上帝 に は この 増
強作用 は な か っ た . ま た Coo n細胞 と リ ン パ 球混合培
養24時間 の 上清 や , Co o n細 胞 の み 及 び Co o n
-
H VJ 感染 ラ ッ ト肝細胞 に対す る N K 増強機序
H VJ 細胞の み の 培 養上清に も N K活性増強作用 は な
か っ た .
5. 抗 H VJ 抗体の IgG - Fab
′
フ ラ グメ ン ト を 添 加
す ると , 2 4時間反応 で の Co o n - H VJ 細胞に対す る
N 民活性 は減少 し た が t 4時間 で の N K活性 は不変 で
あ っ た .
以 上の 結 果よ り H VJ 感染肝細胞に 対す る N K活性
増強の 機序 は ,4時間 as s ay と24時間 a s say とで 異な
り , 前者 で は非上清因子が後者で は上宿因子が主に作
用 して い る と考 え ら れ た .
( 本研究の 一 部 を第 15回 日本肝臓学会西部会に 於 い
て 発表し た)
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Abstract
D ire ct cytoto xicity of n on -im m u ne rat sple e nlym pho cytes against rat liv er c ells(Co on c ells)
and H V J-infected Coon c eus(Co o n-H VJcells)w ase xamin ed, uSing4 hr assay a nd 2 4 hr a s ay.
1. Significantly highe r cytoto xicity w as de mo n strated again st Coo n-H V J than Co on cells bot h in
4 hr assay and 2 4 hrass ay.
2. The re was so me e videncet hatcytotoxicity mightreprese nt N K butn ot A D C C.
3. In c o mpetitiv einhibition assay using Co on - H V Jc e11s asco mpetitorcell, NK a ctivity against
target Y A C l in 4 hr as s ay wa sinhib ited, Whereasthat in 2 4 hr assay wa saugm ented c on sider-
ably･ On the other hand, u Sing Coon ce11s as co mpetito r, N Kactivity against YA C Iw asun -
Cha nged in 4 hr assay a nd inhibited in 2 4 hr as s ay.
4
･
T he s upe rn ate Of the coculture fo r2 4 hrs of Co o nTH V Jc ells a nd lym phocytes enhanc ed the
N Kactivity again st YA Cl by ffesh lympho cytes,but t hat of 4 hr co culture didn ot.
5
･
T he N K activity against Coon -H V Jcells h 2 4 hr a ss ay was de cr eased by the ad ditio n of
IgG- Fab
,
ofrab bita ntiqH V J in do s e-depende nt m a n n e r, but not in 4 hr assay.
Itse e m s
,
the r efo r
,
thatt he m e cha nism ofaugm e ntation of N Ka ctivity against Co onヰⅠV Jcells
in 4 hr a ss ay diffe r sfr om that in 2 4 hr assay, in which ainterferonJikefactor, rele ased into the
C ultur e m ediu m
J
m ay a Ct tO Pr Oduc eaugm e ntatio n of the N K a ctivity･ In 4 hr ass ay, ho w ever,
S u Ch a factor w as n ot de m o n strated in the supe r nate s･ O ther mechanism s e.g. thatofAcellular
fa ctor m ay oper ate .
